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マクロファージ指向性HI VウイルスのEnve 1 op e蛋白の
構造･機能解析
服部俊夫､佐野公仁夫､芦野有情､宇佐美修
(東北大学大学院医学系研究科　感染症･呼吸器病態学分野)
要旨
HIVの感染機構の解析ために､ BH-10株のgp120のV3領域の細胞膜結合部位をN端
と決定した｡炎症組織でのトロンビンを含むプロテアーゼによる感染促進作用を明ら
かlsするために､ H9/H IB細胞を種々のプロテアーゼで処理して､` gp120/41の機能エ
ピトープの発現をFACSで解析した｡その中でトロンビンはV 3の反応性を減少させる
とともにgp120の補受容体結合部位､ CD4結合部位及びgp41の中和エピトープの反応
性も増加させた｡ H9/IIIB細胞とMAGI細胞の融合をもトロンビンは促進させた｡これ
らのことは血中の炎症由来分子であるトロンビンはgp120を活性化させることにより
HIVの感染を促進させたと思われる｡またpost-fusogenic gp41を認識するモノクロ
ーナル抗体(50. 69と98. 6)陽性gp41が細胞険上でraftと挙動をともにすることを明
らかにした｡また､ 50. 69と､ 98. 6がH9/ⅠHB細胞表面で特徴的な一方通行の競合を
示すことを明らかとし､ sCD4処理によるエピトープの変化によってH9/ⅠⅠIB表面のエ
ンベロープ蛋白にheterogeneityが存在することを示した｡カリニ肺炎患者伊CP)と
長期生存患者(LTS)血清が50.69､ 98.6､ならびにgp41三量体特異的抗体T26とど
のように競合するのかを検討し､ PCPは50.69､ 98.6抗体とよく競合する一方､ T26
のH9/日IB細胞への結合を促進することを示した｡
gp120のV3ループの細蜘
HIVが標的細胞に感染する際の二つの受容体とエンベロープ蛋白の時空変化の詳細
を明らかにするためにgp120のV3ループの細胞膜結合静或をV3ループの種々のエピ
トープを認識する抗体で解析した｡ペプチドは､前回の報告書に記載した合成ペプチ
ドを使用した｡V3 loopの様々なエピトープを認識するモノクローナル抗体(NIBSC, UK)
を使用し､ T細胞味である､ CEM , CEM.CCR5, HOSおよびHOS.C‡CR4に結合したV3ペ
プチを検出した｡細胞をV3-BHIO, V3-BHIO/CA ,NNT24,及びV3-ADA, -89. 6でそれ
ぞれ37Co 1時間処理した後に､洗浄し､細胞膜表面上のペプチドを種々の抗体と反
応させ､結合した抗体は. FITC結合第2抗体で検出した｡溶液中のV3ペプチドを
ELISAで検出するために､ PBSにl FLMの濃度で溶解したペプチドを96穴のELISA
系で反応させ､ PBS-T (PBS含0.05% tween 20)で洗浄した後に37Co 1時間0.5%BSA
含有PBSでブロックした｡その後,モノクロナル抗体を加え37Coで2時間反応させ
＼
た｡結合した抗肘まhorseradish peroxidase一結合抗ヒトあるいはマウス抗体で検出
し､ OPDで発色させた後に測定した｡
結果(図1)
種々のウイルス由来ビオチン化†3ペプチドの細胞膜への括合
我々は以前ビオチン化V3ペプチド(BH-10)がT細胞陳､末梢単核球､マクロファ
ージのみならず､アストログリア細胞(U87)に結合するがピオチン化V3ペプチド
AI)Aは殆ど結合しないことを報告した｡ V3のチップを認識する抗体を用いた方法によ
ると､ V3-BHIOとV3-BHIO/CAの結合ばかりでなく､ V3-89. 6の結合が観察された｡
V3-BmO/CAの結合はV3lBIIIOのそれよりも低く､ V3-NNT24やV3-ADAの結合はみら
れなかった｡これらのV3 loopの結合はやはりT細胞にとどまらず､補受容体の発現
していない細胞(U87, mos)にもみられた｡
†3 loopのⅣ端が折合に役立つ
V3 loopのどの領域が細胞険に結合するかを検索した｡ mAb IIIB-V3-21を除くす
べての抗体が細胞暁表面に結合した｡結合の程度は様々であるがループのチップに反
応するmAb IIIBIV3-13が最もよく反応する｡ V3-BHIO/CAの結合はV3-BHIOのそれ
にくらべて低く､ V3-NNT24は殆ど検出できなかった｡ ELISAプレート上のペプチドに
は全ての抗体が反応した｡
我々は昨年V3ペプチドがそれが由来するウイルスのg p 1 2 0を活性化し､感染を
促進することをみいだした(Ling et al. BBRC)｡ここでは‡4とR5‡4のHIV
(v3-BHIOとV3-89. 6)由来のV3ループがCD4や補受容体の発現にかかわらずに､細
胞険表面に結合することを見出した｡標的分子の一部はプロテアーゼ様分子や､ CICR4
が関与すると思われるが､それ以外の分子は不明である｡その結合は立体構造に依存
していた､しかしR5 HIV由来のV3lADAは殆ど結合しなかった. V3 loopの結合領域
はmAb IIIB-V3-21で規定されるN一端であることが想定された｡
50. 69､ 98. 6抗納負性gp41の細胞膜存由様式
HIV-1エンベロープ蛋白gp41はHIV-1が標的細胞に感染細胞に感染する際に立体構
造変化を起こす｡その立体構造変化をエピトープの変化として捉えることと､ gp41の
core structureに対する抗体である50.69､ 98. 6さらにgp41三量体特異的抗体T26
の特性を解析することはgp41の立体構造変化の解析の手掛かりとなる｡我々は､ HIV-1
‖IB strain持続感染細胞株H9/H IB表面に発現するエンベロープ蛋白の立体構造を
上記の抗体とFACSによって解析した｡
＼
括果
50. 69､ 98. 6抗榊掛軸鵬lの換出
実験を始めるにあたり､ 50. 69､ 98. 6抗体エピトープの細胞局在を検討することと
した｡ 50. 69､ 98. 6抗体陽性gp41がsCD4を添加される以前のH9/IIIB細胞上に存在
することをFACSと間接蛍光抗体法を用いて示した｡ホルマリンで固定し､ saponin処
理したH9/H IB細胞に50. 69､ 98. 6抗体を加えて37℃で一時間インキュベ-ト後､wash
L､ビオチン化抗ヒト抗体につづいてストレプトアピジンAlexa568で染色した｡
H9/ⅠⅠIB細胞表面にRed蛍光を認め､この蛍光はコントロール陰性抗体では認められ
なかった｡また､ gp41細胞内ドメインと結合しするchessie8を50.69と多重染色し
たところ､ chessie8の蛍光が存在する細胞膜近傍と､ 50. 69の蛍光は一致した｡ Rafts
をコレラトキシンFITCで蛍光し､50. 69と二重染色したところ､両者は一致した｡50. 69
抗体を用いた研究では細胞内でgp41が集合している領域にfus ion coreが存在するこ
とを示した｡また､同様の結果が､ 98.6とchessie8に関しても得られた｡また､細
胞表面にはraftと呼ばれる領域が存在し､ raftにはgagとエンベロープ蛋白が集合
し､この部位からウイルスが出芽することが知られている｡これは､gp41のfusion core
がraftsに集中していることをしめしており､ pos卜fusogenic formgp41がraftsに
存在していることを示すものである｡ HIV-1の感染にはgp120とgp41の立体構造とそ
の変化を勘案しながら､より詳細な研究が必要である｡ Post-fusogenic抗体を認識す
るgp41を認識する抗体がraftに存在するgp41に反応することより､その意義につい
て更なる研究が必要である｡
50. 69､ 98. 6抗体の一方的な汝合と､ PCP､ LTS血清との競合(図2ab, 3)
50. 69と98. 6はH9/H IB結合に際して特徴的な十方通行の競合を示した｡ sCD4処理
によって､ H9/IHB表面gp41の立体構造変化を誘導すると､ 50. 69､ 98. 6､ T26エピト
ープは協調的に変化した｡またHIV-1感染にもかかわらずHAARTなどによって増殖が
抑えられている長期生存患者(LTS)､ HIV-1陽性カリニ肺炎患者(PCP)血清を用いて､
FACSによる患者血清と抗core structure抗体の競合実験を行い､血清中の抗core
structure抗体価そ定量した｡ PCPはLTSよりも有意ではなかったが高い% Inhibition
を示した｡また､ T26のPCP/LTS比は50. 69､ 98. 6抗体に比べて高い値を示した｡ 50. 69
と98. 6は一方通行の特徴的な競合を示し､抗core structure抗体の特殊性を示した｡
このような一方通行の競合はまれな現象であり､インフルエンザウイルスの抗エンベ
ロープ蛋白抗体でも幸陪されていることから原因としてアフイニティーの差と立体構
造の影響が想定される｡また､ 50.69､ 98.6陽性gp41はH9/ⅠⅠ柑表面に高率に発現
していることから､膜融合反応終了後のgp41を認識する抗体としては特異的でない可
能性がある｡まねかなりの%のH9/IIIBが2カラーFACS解析において50. 69陽性T26
陰性分画や98. 6陽性T26陰性分画に存在することから､このようなgp41がH9/IIIB
表面に発現している可能性があり従来の立体構造モデルでは説明不可能であるため､
今後さらに検討する必要がある｡抗T26抗体のPCP/LTS比が高かったことから､抗
ol igomeric gp41免疫や抗six-hel ix bundle免疫と病態は相関している可能性がある｡
今後は､抗core structure抗体のエピトープをさらに解析し､他の抗gp41抗体と比　　ノ
較検討することで､ gp41立体構造と抗gp41免疫反応との関係を評価していく予定で
ある｡
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図3 HIV陽性患者血清による抗gp41抗体との競合実験ヽ､
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